
■pp ,r r WELTOROANISATION FOR GHSTIOES ErGENTUM 

Jt v> X Internationales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG t)BER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 
C12Q 1/68 



Al 



(11) Internationale Verdffentiichirogsuwnrner: WO 97/07239 



(43) Internationales 

VeroffenUichungsdatum: 



27. Februar 1997 (27.02.97) 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP96703595 

(22) Internationales Anmeldedatum: 14. August 1996 (14.08.96) 



(30) Prioritatsdaten: 
195 30 132.3 



16. August 1995 (16.08.95) DE 



(71) Anrnelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): MAX- 

PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR F6RDERUNG DER 
WISSENSCHAFIEN E.V., BERLIN [DE/DE]; Hofgarten- 
strasse 2, D-80539 MUnchen (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nurfir US): MtiLLER, Oliver [DE/DE]; 
Hamackstrasse 61, D-44139 Dortmund (DE). DEUTER, 
Raincr [DE/DE]; Am Westheck 36, D-44309 Dortmund 
(DE). 

(74) Anwalte: WEICKMANN, R usw.; Kopernikusstrasse 9, D- 
81679 HOnchen (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AU, BR, CA, JP, MX, US, euxopaisches 
Patent (AT, BE, CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, DS f IT, 
LU, MC, NL, P% SE). 



Verfiffentlicht 

Mil Internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: PROCESS FOR PURIFYING, STABILISING OR ISOLATING NUCLEIC ACIDS FROM BIOLOGICAL MATERIALS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REINIGUNG, STABILISIERUNG ODER ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN AUS 
BIOLOGISCHEN MATERJ ALIEN 

(57) Abstract 

TTie invention relates to a process for purifying, stabilising and/or isolating nucleic acids from biological materials, said process being 
characterized in that an adsorption matrix based on carbohydrates (e.g. potato flour) is added to a sample of biological materials containing 
nucleic acids in order to bind impurities. 

(57) Ziisamrnenfa«c nwg 

Die Erfindung betrifrt ein Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und bolierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, 
dadurch gekennzeichnet, dass man einer Nukleinsaure enthaltenden Probe aus biologischen Materialien eine Adsorptionsmatrix auf 
Kohlenhydratbasis (z.B. Kartoffelmehl) zur Bindung von Verunreinigungen zusetzt 
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Verfahr n zur Reinigung, Stabilisierung oder Isolierung von Nu- 
kleinsauren aus biologischen Materialien 

Bes chr e ibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabili- 
sierung, Reinigung oder/und Isolierung von Nukleinsauren aus 
biologischen Materialien durch Entfernung von Verunreinigungen, 
z.B. von Nukleinsauren schadigenden und enzymatische Reaktionen 
hemmenden Substanzen. Dieses Verfahren ist insbesondere zur 
Analyse, zum Nachweis oder zur Isolierung von Nukleinsauren in 
Stuhlproben geeignet . Weiterhin wird ein fur die Durchf uhrung 
des erf indungsgemaSen Verfahrens geeignetes Reagenzienkit 
offenbart. 

Zahlreiche Beispiele aus verschiedenen Forschungsbereichen 
belegen die Bedeutung der Analyse von Nukleinsauren aus 
biologischen Materialien, die mit Substanzen verunreinigt sind, 
welche Nukleinsauren wahrend der Lagerung schadigen und eine 
enzymatische Manipulation der Nukleinsauren, z.B. durch 
Amplif ikation hemmen. Daher ist es fur die Brauchbarkeit der in 
den biologischen Materialien enthaltenen Nukleinsauren fur 
weitere Analysen wichtig, dafi diese Substanzen nur in sehr 
niedrigen Konzentrationen vorhanden sind oder ganzlich aus der 
Probe entfernt werden. 

Eine besondere Bedeutung besitzt die Analyse von Nukleinsauren 
aus fSkalen Proben. Die medizinische Hauptanwendung ist der 
Nachweis tumorspezif ischer Veranderungen von nuklearer DNA aus 
Stuhl, die als Parameter bei der Fruhdiagnose von Tumoren des 
-Verdauungstrakts— dienen— konnen~ — Ebenso g^inntT^er~Na^Hw^is" 
bakterieller und viraler Inf ektionserreger aus Stuhlproben 
durch auf Nukleinsauren basierende Testverf ahren zunehmend an 
Bedeutung . 
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Eine Methode zur Isolierung von Nukleinsauren aus Stuhl wird in 
WO 93/20235 offenbart. Diese Methode ergibt jedoch nur geringe 
Ausbeuten an Nukleinsauren. Weiterhin werden DNA-schadigende 
oder/und PCR-hemmende Substanzen nicht abgetrennt. Daher kann 
die isolierte DNA nicht uber langere Zeit gelagert werden und 
eine Amplif ikation zur Vermehrung spezif ischer, zu analysieren- 
der Genabschnitte dieser DNA liefert keine reproduzierbaren 
Ergebnisse. Ein besonders schwerwiegender Nachteil des bekann- 
ten Verfahrens besteht darin, dafi bei der PCR-Amplif ikation 
keine intakten DNA-Fragmente mit einheitlicher Seguenz ent- 
stehen, die fur eine weitere Analyse notwendig sind. Urn diese 
zu erhalten, ist eine aufwendige Klonierung der amplif izierten 
Genabschnitte notwendig. Noch ein weiterer Nachteil des 
Verfahrens des Standes der Technik besteht darin, dafi die stark 
gesundheitsschadigenden Ldsungsmittel Phenol und Chloroform 
verwendet werden miissen. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden Aufgabe war 
somit die Bereitstellung eines Verfahrens, mit dem Nukleinsau- 
ren in biologischen Materialien gegen Abbau stabilisiert und 
bei dem die enzymatische Manipulation von Nukleinsauren 
hemmende Substanzen abgetrennt werden konnen. Insbesondere soil 
ein Verfahren bereitgestellt werden, das eine zuverlassige 
Isolierung yon Nukleinsauren aus fakalen Proben ermoglicht . 

Diese Aufgabe wird gel6st durch ein Verfahren zur Reinigung, 
Stabilisierung oder/und Isolierung von Nukleinsauren aus 
biologischen Materialien, welches dadurch gekennzeichnet ist, 
dafi man einer Nukleinsauren enthaltenden Probe aus biologischen 
Materialien eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreini- 
gungen zusetzt und anschliefiend die Nukleinsauren gegebenen- 
falls v on-gebundenen-Vegun-re-i-n-i-gungen-abtrennt— Das-InkonfaklT 



bringen der Nukleinsauren enthaltenden Probe mit der Adsorp- 
tionsmatrix kann direkt oder nach Aufnehmen der Probe in 
Fliissigkeit erfolgen. 
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Durch das erf indungsgemafie Verfahren kann die Brauchbarkeit von 
aus biologischen Materialien isolierten Nukleinsauren, ins- 
besondere DNA, deutlich verbessert werden. Weiterhin werden 
durch den Zusatz der Adsorptionsmatrix sowohl Nukleinsauren 
schadigende als auch die enzymatische Manipulation hemmende 
Substanzen weitgehend abgetrennt. Die durch das erfindungs- 
gemafie Verfahren stabilisierten Nukleinsauren konnen daher uber 
langere Zeit gelagert werden. Dariiber hinaus werden bei einer 
Amplif ikation der durch Zusatz einer Adsorptionsmatrix behan- 
delten Nukleinsauren, z.B. durch PGR, reproduzierbare Ergeb- 
nisse erhalten. Diese Reproduzierbarkeit ist essentiell fur die 
Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse bei der Nukleins&ure- 
Analyse. Die hohe Qualitat der durch das erf indungsgemaSe 
Verfahren gereinigter Nukleinsauren zeigt sich beispielsweise 
darin, dafi sie direkt durch Sequenzierung oder Heteroduplex- 
analyse untersucht werden konnen. Eine Klonierung ist nicht 
notwendig. AuSerdem mtissen beim erf indungsgemaEen Verfahren 
keine gesundheitsschadigenden Losungsmittel eingesetzt werden. 

Die beirn erf indungsgemaEen Verfahren verwendete Adsorptions- 
matrix ist derart beschaffen, daS sie Verunreinigungen, die zur 
Schadigung von Nukleinsauren ffihren oder/und die Durchf lihrung 
enzymatischer Reaktionen verhindern oder/und enzymatische 
Reaktionen hemmen, wie etwa Abbauprodukte von Hamoglobin, z.B. 
Bilirubin und dessen Abbauprodukte, oder/und Gallensauren oder 
Salze davon oder deren Abbauprodukte sowie andere Abbauprodukte 
pflanzlichen oder tierischen Ursprungs, binden kann. Vorzugs- 
weise verwendet man eine unlosliche Adsorptionsmatrix, da in 
diesem Fall eine leichtere Abtrennung von der Probe moglich 
ist. 

_Gute_Ergebnisse— werden— m-i-t^einer— Adsorptronsmatrix - auf - B^s~i"s" 
von Kohlenhydraten oder/und Polypeptiden erhalten. Bevorzugt 
ist eine Adsorptionsmatrix auf Basis von Kohlenhydraten, z.B. 
eine Adsorptionsmatrix, die Polysaccharide enthalt. Besonders 
bevorzugt verwendet man eine Adsorptionsmatrix, die a- oder/und 
0-glykosidisch verkmipfte Kohlenhydrate enthalt, z.B. Starke, 
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Cellulose, Glykogen oder/und andere biogene oder nichtbiogene 
Kohlenhydrate sowie Derivate oder Mischungen davon. 

Am meisten bevorzugt ist die Verwendung von Mehlen, d.h. im 
wesent lichen einer Mischung von Cellulose, St&rke , Lipiden und 
Salzen oder Bestandteilen daraus. Als geeignet haben sich 
beispielsweise Mehle aus Getreide, Mais, Erbsen, Soja und 
Kartoffeln oder Bestandteile daraus bzw. Mischungen davon, 
erwiesen. Fur einen Fachmann ist es selbstverstandlich, dafi 
neben den genannten Mehlsorten auch andere Mehlsorten. bzw. 
Mischungen von mehreren Mehlsorten oder Bestandteilen daraus 
eingesetzt werden konnen. Am meisten bevorzugt ist die Ver- 
wendung von Kartoffelmehl oder Bestandteilen daraus. Ebenso 
bevorzugt sind Mischungen aus gereinigten Kohlenhydraten, z.B. 
Cellulose, und Mehlen, z.B. Kartoffelmehl. 

Weiterhin bevorzugt ist die Verwendung einer Adsorptionsmatrix 
auf Kohlenhydratbasis zusammen mit loslichen Bestandteilen aus 
Mehlen, insbesondere aus einer oder mehreren der obengenannten 
Mehlsorten. 

Die Menge, in der die Adsorptionsmatrix der biologischen Probe 
zugesetzt wird, h&ngt im wesentlichen von der Beschaf f enheit 
der Probe, d.h. der Menge an Verunreinigungen, ab. Gute 
Ergebnisse wurden erhalten, wenn man die Adsorptionsmatrix in 
einem Gewichtsanteil von 0,05 : 1 bis 100 : 1 beziiglich der 
Nukleinsauren enthaltenden Probe verwendet. Besonders bevorzugt 
wird die Adsorptionsmatrix in einer Menge von 0,1 : l bis 
10 : 1 zugesetzt. 

Die Nukleinsauren enthaltende Probe, die durch das erfindungs- 
gemaSe Verfahren stabilis ier±_werd e n- SQ -1-1— ^ 
schen Materialien, die Nukleinsauren abbauende bzw. enzyma- 
tische Reaktionen hemmende Verunreinigungen enthalten. Vorzugs- 
weise stammt die Nukleinsauren enthaltende Probe aus Fakalien. 
Sie kann jedoch auch beispielsweise aus anderen Quellen, z.B. 
Geweben jeder Art, Knochenmark, humanen und tierischen Korper- 
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f liissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Urin, Sperma, Cerebro- 
spinalf ltissigkeit, Sputum und Abstrichen, Pflanzen, Pflanzen- 
teilen und -extrakten, z.B. -saften, Pilzen, Mikroorganismen 
wie Bakterien, fossilen oder mumif izierten Proben, Bodenproben, 
Klarschlamm, Abwassern und Lebensmitteln stammen. Als Ver- 
unreinigungen konnen beispielsweise Abbauprodukte von Hamoglo- 
bin, wie etwa Bilirubin und dessen Abbauprodukte, oder/und 
Gallensauren oder Salze davon oder deren Abbauprodukte, aber 
auch andere Arten von Verunreinigungen enthalten sein. 

Zur besseren Handhabung des Verfahrens hat es sich als giinstig 
erwiesen, die Probe aus biologischen Materialien vor dem Zusatz 
der Adsorptionsmatrix in einer Pufferlosung aufzunehmen. Die 
Inkubation der Probe mit der Adsorptionsmatrix kann bei 
Raumtemperatur erfolgen. Die Inkubationsdauer kann in weiten 
Bereichen variiert werden. Nach der Inkubation kann die 
Adsorptionsmatrix z.B. durch Zentrifugation von der Probe 
abgetrennt werden. Alternativ kann die Probe direkt mit der 
Adsorptionsmatrix .versetzt werden, z.B. bei flilssigen biologi- 
schen Proben. Weiterhin kann die Probe uber eine Adsorptions- 
matrix durch Zentrifugation, durch Anlegen eines Vakuums 
oder/und mittels der Schwerkraft gefuhrt werden, wobei die 
Adsorptionsmatrix vorzugsweise dann abgefullt in einer Saule 
vorliegt . 

Die Behandlung mit der Adsorptionsmatrix fiihrt zu einer 
signif ikanten Stabilitatserhohung der in der Probe enthaltenen 
Nukleinsauren und bei einer anschlieJSenden Isolierung der 
Nukleinsauren zu einer besseren Reproduzierbarkeit . Dies gilt 
insbesondere, wenn sich an die Isolierung eine enzymatische 
Manipulation der Nukleinsauren, z.B. eine Amplif ikation 

oder/ und eine Rest rikt i onsspalt una — a-n-seh-l-i-efit- Besonders" 

bevorzugt wird die Amplif ikation, z .B . durch PCR (Polymerase 
Chain Reaction), LCR (Ligase Chain Reaction)/ NASBA (Nucleic 
Acid Base Specific Amplification) oder 3SR (Self Sustained 
Sequence Replication) durchgef tihrt . 
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Ein besonders bevorzugter Aspekt der vorliegenden Erf indung ist 
die Analyse, der Nachweis oder die Isolierung von Nukleinsau- 
ren, insbesondere DNA, aus Stuhlproben. Durch das erfindungs- 
gemafie Verfahren sind saubere und amplif izierbare Nukleinsauren 
aus fakalen Proben erhaltlich, die zum Nachweis von Mutationen, 
insbesondere von tumorspezif ischen DNA-Mutationen verwendet 
werden kdnnen. 

Das erfindungsgemaEe Verfahren besitzt groSe Bedeutung fur die 
Tumordiagnostik,. da es den spezifischen Nachweis nuklearer 
eukaryotischer Nukleinsauren in Gegenwart von Verunreinigungen 
und grofier Mengen an bakteriellen Nukleinsauren erra6glicht. 

Durch Analyse von Stuhl-DNA unter Anwendung des erfindungs- 
gemaSen Verfahrens konnen Tumoren des Verdauungstrakts, 
insbesondere Pankreas- oder Darratumoren, friiher und genauer 
diagnostiziert werden. Diese Diagnose erfolgt beispielsweise 
durch Untersuchung von Onkogenen oder/und Tumorsuppressorgenen 
auf tumorspezif ische DNA-Mutationen. Da Zellen von Tumoren des 
Verdauungstraktes laufend in den Stuhl abgeschilf ert werden, 
ist eine Detektion von tumorspezif ischen DNA-Mutationen im 
Stuhl durch das erf indungsgemaJSe Verfahren moglich. Das 
erfindungsgemaSe Verfahren erlaubt auEerdem das Monitoring von 
Therapien, die im Hinblick auf die Eliminierung eines Tumors 
eingeschlagen wurden, sowie die regelmaSige und verlafiliche 
Durchfiihrung von Tumorpraventionsuntersuchungen. 

Im Gegensatz zum einzigen, aus dem Stand der Technik bekannten 
nicht-invasiven Routinetest auf kolorektale Tumoren, dem Test 
auf okkultes Blut im Stuhl, kommt es beim erf indungsgemafien 
Verfahren nicht bzw. nur sehr selten zu falsch-positiven 
Ergebnissen. Daruber hinaus — ermoglicht — der — ^Nachweis — von— 



Mutationen in Genen, die schon im Adenomstadium, d.h. in einem 
sehr friihen Stadium der Tumorprogression mutieren, eine 
deutlich fruhere und spezif ischere Diagnose als der Stuhl - 
Bluttest. Als geeignete Objekte der Mutationsanalysen konnen 
insbesondere das Tumorsupressorgen APC (Adenomatose Polyposis 
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Coli) (Fearon und Vogelstein (1990), Cell 61, 759-761) und das 
ras-Onkogen verwendet werden. Durch Mutationsanalysen dieser 
beiden Gene in DNA aus Stuhlproben kdnnen insbesondere Darmtu- 
moren, z.B. Dickdarmtumoren, und Pankreastumoren erfafit werden. 
Neben dem APC-Gen und dem ras-Gen konnen naturlich auch weitere 
tumorre levant e Gene fur die Krebsdiagnose als Analyseobjekte 
dienen. 

Abgesehen von tumorrelevanten Genen konnen auch nicht- 
translatierte repetitive Abschnitte des Genoms als Analyseob- 
jekte in der Krebsdiagnose dienen. Diese sogenannten Mikrosa- 
tellitenabschnitte werden amplif iziert und das gelelektrophore- 
tisch erhaltene Bandenmuster mit dem Bandenmuster von DNA aus 
gesundem Korpermaterial desselben Patienten verglichen. 
Unterschiedliche Bandenmuster konnen Hinweise auf das Vorhan- 
densein eines Tumors liefern, 

Ein weiteres Beispiel fur die Anwendung des erf indungsgemaSen 
Verfahrens ist eine genaue Identif ikation von Personen durch 
Untersuchung der aus Fakalien Oder Korpermaterial gereinigten 
Nukleinsauren in der forensischen Analyse. Dazu werden repeti- 
tive polymorphe Abschnitte des Genoms amplifiziert und die 
Amplif ikationsprodukte gelelektrophoretis'ch aufgetrennt. Durch 
einen Vergleich der erhaltenen Bandenmuster mit den Mustern von 
DNA anderer verdachtiger Oder eng verwandter Personen kann dann 
die betreffende Person identif iziert werden. 

Eine weitere wichtige Anwendung fur die erf indungsgemafie 
Isolierung von DNA aus f akalen Proben sind zoobiologische 
populationsgenetische, evolutionsgenetische und botanische 
Studien und Untersuchungen von Tieren und Pflanzen. Bisher 
scheitern derart.ig.e- Untersuchungen— seh-r^-hau-f-i-g— a-n— ffer— fie-l-t-en— 
heit einer Tierart und der geringen Wahrscheinlichkeit , die 
betreffenden Tiere an einem bestimmten Ort anzutreffen. Bei 
Kenntnis des ungefahren Auf enthaltsortes kann eine Analyse von 
zuruckgelassenen Fakalien durch das erf indungsgemaSe Verfahren 
wichtige Hinweise auf den Verwandtschaf tsgrad der Tiere, auf 
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zurtickgelegte Wahderungswege oder auf die Nahrungsgewohnheiten 
der Tiere lief em. Ebenso konnen aus der Analyse fakaler 
Nukleinsauren, z.B« durch Nachweis mikrobieller oder viraler 
Nukleinsauren, wichtige diagnostische Informationen uber 
Infektionen, z.B. bakterieller oder viraler Art abgeleitet 
werden . 

Ein weiterer Gegenstand der yorliegenden Erfindung ist ein 
Reagenzienkit zur Stabilisierung und Reinigung von Nukleinsau- 
ren aus biologischen Materialien, umfassend: 

(a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaltenden Probe 
geeigneten Puffer und 

(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen 
aus den biologischen Materialien. 

Die Adsorptionsmatrix kann in einer abgepackten portionierten 
Form, z.B. abgefiillt in einer Saule wie etwa einer zentrifu- 
gierbaren Minisaule, vorliegen. 

Vorzugsweise enth&lt das Reagenzienkit zusatzliche Mittel zur 
Reinigung von Nukleinsauren, die z.B. mineralische oder/und 
organische Trager sowie gegebenenf alls Losungen, Hilfsstoffe 
oder/und Zubehor umfassen. Mineralische Bestandteile von 
TrSgern konnen beispielsweise porose oder nicht-porose Metall- 
oxide oder Metallmischoxide, z.B. Aluminiumoxid, Titandioxid 
oder Zirkoniumdioxid, Silicagele, Materialien auf Basis von 
Glasern, z.B. modif izierte oder nicht-modif izierte Glaspartikel 
oder Glasmehl, Quarz, Zeolithe oder Mischungen von einer oder 
mehrerer der obengenannten Substanzen sein. Andererseits kann 
der Trager auch organische Bestandteile e nthalten r „dig_*_ ^- _ a .vrc— 
gegebenenf alls mit f unktionellen Gruppen modif izierten Lat- 
expartikeln, synthetischen Polymeren, wie etwa Polyethylen, 
Polypropylen , Polyvinylidenf luorid, insbesondere ul trahoch- 
molekularem Polyethylen oder HD-Polyethylen, oder Mischungen 
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von einer oder mehreren der zuvor genannten Substanzen ausge- 
wahlt werden. 

Der Trager kann beispielsweise in Form von Partikeln mit einer 
mittleren GroSe von 0,1 /xm bis 1000 fxra vorliegen. Bei Ver- 
wendung eines porosen Tr&gers ist eine mittlere PorengroSe von 
2 fim bis 1000 ./m bevorzugt. Der Trager kann beispielsweise in 
Form loser Schuttungen von Partikeln, Filterschichten, z.B. aus 
Glas, Quarz oder Keramik, Membranen, z.B. Membranen, in denen 
ein Silicagel angeordnet ist, Fasern oder Geweben aus minerali- 
schen Tragern, wie etwa Quarz oder Glaswolle sowie in Form von 
Latices oder Frittenmaterialien aus synthetischen Polymeren 
vorliegen. 

Weiterhin kann das Reagenzienkit auch noch geeignete Losungen, 
z ,B . Waschlosungen oder Puf f erlosungen zur Aufnahme der Probe 
enthalten. Ein zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaltenden 
Probe geeigneter Puffer ist beispielsweise ein Puffersystem auf 
Basis von Tris-HCl pH 8,5-9,5, EDTA und gegebenenf alls NaCl. 
Ein besonders bevorzugt er Puffer, insbesondere zur Aufnahme von 
Stuhlproben, enthalt 500 mM Tris-HCl pH 9, 50 mM EDTA und 10 mM 
NaCl . 

Aufierdem kann das erf indungsgemafce Reagenzienkit auch Hilfs- 
stoffe wie Enzyme und andere Mittel zur Manipulation von 
Nukleinsauren enthalten, z.B. mindestens einen Amplif ikations- 
primer und zur Amplif ikation von Nukleinsauren geeignete 
Enzyme, z.B. eine Nukleinsaurepolymerase oder/und mindestens 
eine Restriktionsendonuklease . 

Die Primer zur Amplif ikation von Nukleinsauren stammen zweckma- 

iSigerweise aus den zu anal ysierenden^Genen— d-h be-i-spi-e-lsweise- 

aus Onkogenen, Tumor supressorgenen oder/und Mikrosatelliten- 
abschnitten. Zur Amplif ikation von Nukleinsauren geeignete 
Enzyme und Restriktio*isendonukleasen sind bekannt und kom- 
merziell erhaltlich. 
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Weiterhin soil die vorliegende Erf indung durch das nachfolgende 
Beispiel erlautert werden. 

Beispiel 1 

Analyse von DNA aus Stuhlproben 

Es wurden folgende Adsorptionsmatrizen getestet : Immobilisier- 
tes Rinderserum-Albumin (RSA) , Cellulose und Kartof felstarke 
(alle von Sigma, MOnchen, DE) und Kartof felraehl (Honig, Postbus 
45, 1540 AA Koog a/d Zaan, NL) , bei dem es sich im wesentlichen 
um eine unlosliche Mischung aus Cellulose, Starke, Lipiden und 
Salzen handelt. 

Menschliche Stuhlproben wurden gesammelt, eingefroren und bei 
- 80»C aufbewahrt. 200 mg Stuhl wurden in 500 /il. Stuhl-L6sepuf - 
fer (SLP:. 500 mM Tris-HCl pH 9,0, .50 mM EDTA, 10 tnM NaCl) 
homogenisiert . Zu jeweils 1/4 des Homogenats wurden 200 fil SLP 
mit 100 mg der jeweiligen Adsorptionsmatrix gegeben. Die 
Mischung wurde heftig vermischt und zweimal bei 500 x g bzw. 
13000 x g fiir jeweils 5 min zur Prazipitation von Bakterien und 
anderen Verunreinigungen zentrif ugiert . Nach Behandlung des 
klaren Uberstands mit Proteinase K in einer Konzentration von 
2,5 mg/ml wurde die DNA unter Verwendung einer DNA-Spinsaule 
(Qiagen, Hilden, DE) gereinigt, die zur DNA-Reinigung aus Blut 
und Gewebe geeignet ist. Die Saulenbeladung und Waschschritte 
wurden wie vom Hersteller angegeben, durchgef iihrt . 

Die DNA wurde dann aus der Spinsaule in einem Endvolumen von 
150 nl destillierten Wasser eluiert und bis zur Verwendung bei 

20 °C aufbewahrt. Die Ausbeute an chromosomal er DNA wurde 
durch Messung der Absorption bei 2 60 nm hps.t--in-.mt- . 



Alle Praparationen zeigten vergleichbare Gesamt-DNA-Mengen von 
15-2 0 /zg. Auf einem analytischen Agarosegel waren keine 
Unterschiede zwischen der genomischen DNA aus Praparationen mit 
und ohne Adsorptionsmatrix zu erkennen. Durch Zugabe der 
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Adsorptionsmatrix wurde auch keine Erhohung in der Ausbeute der 
extrahierten chromosomalen DNA f estgestellt . 

Zum Test der Stabilitat der isolierten Nukleinsauren wurde die 
DNA nach einwochiger Aufbewahrung untersucht. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 1 gezeigt. Die stabilsten DNA-Proben wurden 
nach Verwendung von Kartof f elmehl als Adsorptionsmatrix 
erhalten. 

Fur die Amplif izierung durch PGR wurden 3 /zl der gereinigten 
chromosomalen DNA in einem Gesamtvolumen von 50 /xl verwendet-, 
das 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KC1, 1,5 mM/MgCl 2 , 30 /xM 
jeweils dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 400 nM jedes Primers, 100 
/ig/ml RSA und 0,75 Einheiten Taq- Polymerase (AGS, Heidelberg, 
DE) enthielt. 

Zur Sensitivitatsbesserung wurden Nested-PCR-Methoden (vgl . 
Jackson et al . , (1991), in McPherson, N.J. Quirke, P. Taylor, 
G.R. (Hrsg.), PCR-A Practical Approach, Oxford University 
Press) unter Verwendung von Biotin-markierten Nested- Primern 
durchgef iihrt . Eine PCR von in Abwesenheit einer Adsorptions- 
matrix gereinigten DNA-Proben war vollstandig blockiert. Durch 
Zusatz von RSA, Cellulose oder Kartof felstarke als Adsorptions- 
matrix konnten teilweise . reproduzierbare PCR-Ergebnisse 
erhalten werden (Tabelle 1) . 

Reproduzierbare PCR-Ergebnisse in alien zehn analysierten 
Proben wurden bei Verwendung von Kartof f elmehl als Adsorptions- 
matrix erhalten. Die PCR-Fragmente waren zur Verwendung bei der 
Heteroduplexanalyse und auch zur direkten Sequenzierung 
geeignet. Hierzu erfolgte eine Preparation von einzelstrangiger 
DNA unter Verwendun cr von Streptavidin^gekoppelten_Magnehbgadfi- 
(Dynal, Hamburg, DE) gemaS den Angaben des Herstellers. 
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TABELLE I: Eigenschaf ten von nuklearer DKTA aus Stuhl 



Matrix 


v enusu 


PCR b 




80 % 


0 


RSA 


60 % 


3 


Cellulose 


60 % 


4 


Kartof f elstarke 


60 % 


4 


Kartoffelmehl 


< 5 % 


10 



a Der DNA-Verlust durch Abbau wurde nach Aufbewahrung fur 1 
Woche bei - 20°C durch analytische Agarosegelelektrophorese und 
spektrophotometrische Analyse gemessen. 

b Es wurde eine PCR von DNA aus zehn verschiedenen Stuhlproben 
durchgef iihrt . Es ist die Anzahl von Proben angegeben, die durch 
PCR analysierbar waren. 



Beisoiel 2 

Reinigung von Stuhlproben 



Verwendete Puffer: 

Puffer SLP: (siehe Beispiel 1) 

5,6 M Guanidinium/HCl; .20% Tween 20 
10 mM Tris/HCl pH 7,5; 100 mM NaCl; 70% Ethanol 
10 mM Tris/HCl pH 9,0; 0,5 mM EDTA 



Puffer A 
Puffer B 
Puffer C 



Von einer gefrorenen Stuhlprobe wurden 3 g eingewogen und mit 
2-ml-Puf fe^-SL"P~durch grundliches Vortexen gemischt . Anschlie- 



-j ^ , wj. yt.m±o^iiL . ^illSUXlX IG " 

fiend wurde eine Saule mit einer 1:1 Mischung (w/w) aus Kar- 
toffelmehl und Cellulose gefullt und in ein 50 ml Zentrifuga- 
tionsrohrchen gesteckt. Die in Puffer aufgenommene Probe wurde 
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in diese Saule uberfiihrt und durch Zentrif ugation bei 500 Upm 
f lir 5 Min von Verunreinigungen geklart . 

Zu 1,2 ml geklarter Probe wurden 0,125 ml Proteinase K-Stamm- 
losung (1,785 mg/ml) und 1,2 ml Puffer A gegeben. Die Probe 
wurde durch Vortexen fur 1 Min gemischt und anschliefiend fur 10 
Min bei 70°C inkubiert, Nach Zugabe von 1,3 ml absolutem 
Alkohol und griindlichem Mischen wurde die Losung in eine Qia- 
AMP-Midisaule (Qiagen) transferiert und die Nukleinsauren durch 
Zentrif ugation auf einer Silikamatrix gebunden. " 

Die gebundenen Nukleinsauren wurden durch zweimaliges Waschen 
mit 2,5 ml Puffer B gereinigt und mit 0,5 ml Puffer C von der 
Qia-AMP-Midisaule eluiert und zur weiteren Verwendung bei -20°C 
gelagert . 

Bei einer wie in Beispiel 1 durchgef uhrten PCR an den gelager- 
ten Proben konnten reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden. 



WO 97/07239 PCT/EP96/03595 



14 - 



Patentanspriiche 

1- Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Isolie- 
rung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man einer Nukleinsauren enthaltenden Probe aus 
biologischen Materialien eine Adsorptionsmatrix zur 
Bindung von Verunreinigungen zusetzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine Adsorptionsmatrix auf Kohlenhydratbasis 
verwendet . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man eine Adsorptionsmatrix verwendet, die a- oder/ und 
0-glykosidisch verkntipfte Kohlenhydrate enthalt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3. 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine Adsorptionsmatrix verwendet, die Starke, 
Cellulose, Glykogen oder/und andere biogene oder nicht- 
biogene Kohlenhydrate oder Mischungen davon enthalt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Adsorptionsmatrix ein Mehl aus Getreide, 
Erbsen, Mais, Soja, Kartoffeln oder Bestandteile daraus 
oder Mischungen davon verwendet. 



Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Kartof f elmehl oder Bestandteile daraus verwendet . 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man eine Adsorptionsmatrix auf Kohl enhydr at basis 
zusammen mit loslichen Bestandteilen aus Mehlen verwendet. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man als Adsorptionsmatrix Mischungen aus gereinigten 
Kohlenhydraten oder/und Mehlen verwendet. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Adsorptionsmatrix Mischungen aus Cellulose und 
Kartof felmehl verwendet. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man die Adsorptionsmatrix in einem Gewichtsanteil von 
0,05 : 1 bis 100 : 1 bezuglich der Nukleinsauren enthal- 
tenden Probe zusetzt. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Nukleinsauren enthaltende Probe aus menschlichen 
oder tierischen Geweben, Knochenmark, Korpeirf liissigkeiten, 
Pflanzen, Pflanzenteilen und -extrakten, Pilzen,. Mikroor- 
ganismen, fossilen oder mumif izierten Proben, Bodenproben, 
Klarschlamm, Abwassern, Fakalien und Lebensmitteln stammt. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS die_Nukleinsauren— enthaltende — Probe — a-l-s — Verunrei--— 

nigungen Substanzen mit Nukleinsauren schadigender 
oder/und enzymatische Reaktionen hemmender Wirkung 
enthalt . 
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13. Verfahren nach einem der Anspruche 1-12, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Nukleinsauren enthaltende Probe als Verunrei- 
nigungen Abbauprodukte von Hamoglobin oder/und Gallen- 
sauren oder Salze davon oder/und Abbauprodukte pflanz- 
lichen oder tierischen Ursprungs entMlt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man die Probe aus biologischen Materialien vor dem 
Zusatz der Adsorptionsmatrix . in einer Pufferlosung 
auf nimmt . 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1-14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probe aus biologischen Materialien direkt mit 
der Adsorptionsmatrix versetzt . 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1-15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probe durch Zentrifugation, durch Anlegen 
eines Vakuums oder/und mittels der Schwerkraf t uber die 
Adsorptionsmatrix fuhrt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1-16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sich an die Isolierung der Nukleinsauren deren direkte 
Analyse anschlieSt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1-17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sich an die„Isolier-ung-e^ 



der Nukleinsauren anschlieSt. 



19- Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dafi die enzymatische Manipulation eine Amplif ikation 
oder/und eine Restriktionsspaltung umfaSt. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet/ 

dafi die Amplif ikation durch PCR (Polymerase Chain Reac- 
tion) , LCR (Ligase Chain Reaction) , NASBA (Nucleic Acid 
Base Specific Amplification) oder 3SR (Self Sustained 
Sequence Replication) erfolgt. 

21. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 1-20 
zur Analyse, zum Nachweis oder zur Isolierung von Nu- 
kleinsauren aus Stuhlproben. 

22. Verwendung nach Anspruch 21 zum Nachweis von DNA-Mutatio- 
nen. 

23. Verwendung nach Anspruch 21 oder 22 zur Analyse, zum 
Nachweis oder zur Isolierung nuklearer eukaryontischer 
Nukleinsauren . 

24 . Verwendung nach Anspruch 23 zur Diagnostik von Tumoren des 
Verdauungstrakts, insbesondere von Pahkreas- oder Darmtu- 
moren. 

25. Verwendung nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Onkogene, Tumorsuppressorgene oder/und Mikro- 
satellitenabschnitte untersucht. 

26. Verwendung nach Anspruch 23 zur Untersuchung von Tieren 
und Pflanzen. : : 



27. Verwendung nach Anspruch 21 zum Nachweis mikrobieller oder 
viraler Nukleinsauren. 
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28. Verwendung nach Anspruch 27 zur Diagnostik bakterieller 
und viraler Infektionen. 

29. Verwendung eines Verfahrens nach einetn der Anspruche 1-20 
zum Verwandtschaftsnachweis und zur forensischen Identifi- 
kation von individuellen Personen. 

30. Reagenzienkit zur Reinigung und Stabilisierung von 
Nukleinsauren aus biologischen Materialien, umfassend: 
(a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaltenden 

Probe geeigneten Puffer und 



(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunrei- 
nigungen aus den biologischen Materialien. 

31. Reagenzienkit nach Anspruch 30, zusatzlich umfassend 
Mittel zur weiteren Reinigung von Nukleinsauren. 

32. Reagenzienkit nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Mittel zur weiteren Reinigung von Nukleinsauren 
mineralische oder/und organische Trager sowie gegebenen- 
falls Losungen, Hilfsstoffe oder/und Zubehor umfassen. 

33. Reagenzienkit nach Anspruch 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Trager mineralische Bestandteile aus porosen oder 
nichtporosen Metalloxiden oder Metallmischoxiden, Silica- 
gelen, Materialien auf Basis von Glasern oder Quarz, 
Zeolithen oder Mischungen davon enthalt . 

34. Reagenzienkit nach Ans pruch_3,2_, — — 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der Trager organische Bestandteile aus gegebenenf ails 
modif iziertem Latex, synthetischen Polymeren oder Mischun- 
gen davon enthalt. 
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35. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 32-34, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Trager in Form von Part ike In mit einer mittleren 
GroSe von 0,1 fim bis 1000 fim vorliegt. 

36. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 32-35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Trager Poren mit einer mittleren GroSe von 2 ;xm 
bis 1000 /im aufweist 

37. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 32-36, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Trager in Form loser Schiittungen von Partikeln, 
Filterschichten, Membranen, Geweben, Fasern oder Fritten 
vorliegt . 

38. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 30-37, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Adsorptionsmatrix in einer Saule abgefiillt ist. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



totem ales Aktenzcichen 

PCT/EP 96/03595 



<l(Fortectzung) ALS WESENTLICH ANOESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bczcichnung der Veroffentlichung, sowat erforderlich unter Angabc der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspnich Nr. 



p.x 



W0,A,93 20235 (JOHNS HOPKINS UNIVERSITY 
SCH00) U.Oktober 1993 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

Bd. 23, Nr. 18, 25 . September 1995, 

Seiten 3800-3801, XP002017414 

OEUTER ET AL: "A METHOD FOR PREPARATION 

OF FECAL DNA SUITABLE FOR PCR" 

siehe das ganze Dokument 
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